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1. Bevezetés

Az eukariéta gének promoéter régidi kiilonb6z6 szabédlyozo elemeket tartalmazhatnak. Ezek az elemek transz-
kripcids faktorokat kothetnek meg. Egyes transzkripcids faktorok az ortoldg fajok kozott konzervalédhatnak.
To6bbszoros szekvencia illesztés segitségével a konzervalédott motivumok pusztan bioinformatikai médszerek-
kel megtaldlhatdk.

El6zéleg csoportunk készitett egy DoOP nevii adatbédzist, ami a novényi és gerinces promoter szek-
vencidkat gylijtotte Ossze. Az adatbézis tobb ezer konzervalt motivumot tartalmazott, de a kapcsolat a
motivumok és a szabalyozott gének bioldgiai szerepe kozott nem volt ismert.

A konzervaltsag mértékét tobb szinten is meghatarozhatjuk. Gerincesek esetében a Primates csoport
konzervalt motivumai nem feltétleniil taldlhatéak meg a Mammoalia csoportban. Ezért a DoOP kiilonb6zé
konzervaltsagi szinteket tartalmaz, melyeket alcsoportoknak neveztiink.

A motivumoknak csak a legritkdbb esetben van egyértelmii nukleotid sorrendje. Egy poziciéban el6forduld
nukleotid varidcidk lefrasdra tobb mddszer is létezik. A DoOP adatbézis konszenzus szekvencidkat hasznalt,
amelyekben a varidciok IUPAC kédokként jelentek meg. A kis és nagybetiik szintén jelentéssel birtak. A kis
betiik a kevéshé valészinli nukleotidokat jelolték. A legtobb motivum Gsszehasonlité program matrixos rep-
rezentdciot haszndl. Ahhoz, hogy konszenzus szekvencidkat hasonlithassunk 6ssze, 1j program fejlesztésére
volt sziikség.

Az expresszios chipek nagy mennyiségli gént tudnak azonositani, amelyek trasznkripcidja kozos biologiai
folyamatokkal indukalédik. A ChIP (kromatin immunprecipitdcids chip) kisérletek genomi szinten meg-
hatarozzak a fehérjekoto pozicidkat. Jelen munka chip kisérleteken alapul. Expressziés chipet hasznaltunk,
hogy egy meghatarozott biolégiai hatds génjeit felderitsiik, mig a hiszton mddositas poziciéit a promoter
régiéban ChIP-el kerestiik meg.

A gén ontologia hidat képez a gének és a funkcidk kozott. Ez egy hierarchikus adatbézis, ahol a
sziilok altalanosabb, és a gyerekek a specifikusabb folyamatokat jelolik. Génlistak esetén, mint amilyenek
a chip kisérletek eredményei is, altalanos modszer a feliilreprezentalt génfunkcidk felderitése gén ontoldgia

segitségével.

2. Célkituzések

A dolgozat 6 célja, hogy megtaldljuk a motivumok nukleotid szekvencigja és a szabalyozott gén bioldgiai
szerepe kozott a kapcsolatot. A cél elérése érdekében 1ij motivum 6sszehasonlité algoritmust kellett tervezni,
4j funkcidkkal bévitve a DoOP adatbazist. Az algoritmust felhasznalva hasonlé motivumokat kerestiink és
gén ontoldgia segitségével megprobaltuk felderiteni a motivumokhoz tartozé gének kozos bioldgiai szerepét.
A microarray kisérletekbdl nyert koexpresszalt gének promdéter szakaszain kozos motivumokat kerestiink.
Végezetiil a hiszton mddositési szakaszok vizsgélataval biologiai folyamatokra specifikus motivumokat akar-

tunk talalni.



3. Anyagok és mddszerek

3.1. Bioinformatikai adatbazisok

A DNS szekvencidk elsddleges forrasa az EnsEMBL genom adatbézis volt. A szekvencidkat az EnsEMBL Perl
programozoi konyvtarat hasznald szkriptekkel kaptuk meg. Homolég promoéter vizsgalatokhoz az EnsEMBL
Compara vagy a UCSC adatbazis volt a forras. Génfunkcidk megéllapitdsdéhoz a 2007-es Gene Ontology

adatbézist hasznaltuk.

3.2. Szekvencia feldolgozé programok

Az egyszerii konszenzus szekvencidk keresése az Emboss 3.1 programcsomag részét képezd fuzznuc program-
mal tortént. A keresések sordn két baziscserét engedélyeztiink. Kontroll adatok elGallitdsahoz az eredeti
szekvenciakat shuffleseq programmal Osszekevertilk, igy az eredeti és a kontroll adatok nukleotid ardnya
megegyezett.

A repetitiv szekvencidkat censor 4.1-el tavolitottuk el. Humén adatok esetén a -hum parancssori pa-
ramétert hasznédltuk. Ez a bedllitds nem csak a humén specifikus ismétlédéseket, hanem az ALU szek-

vencidkat is eltavolitotta.

3.3. De novo motivum keresés

Az 14j motivumokat a NestedMica 0.7.3-al kerestiik. A program nagyon érzékeny az -ensembleSize pa-
raméterre, amelynek értékét tesztfuttatdsok alapjan 400-ra allitottuk be. A megtaldlandé szekvencia méretét
13 bézispar hosszunak adtuk meg. A program megadott szamu motivumot talalt meg, amit a -numMotif
segitségével allithattunk be. Ebben a kisérletben értéke 4 volt.

A NestedMica képes konzervalt motivumok felderitésére ortolég szekvencidkban. Ilyen tipusi vizsgalatok-

hoz Canis familiaris, Bos taurus, Mus musculus és Rattun norvegicus fajok szekvencidit hasznéltuk.

3.4. Chip és ChIP eredmények feldolgozasa

Az expresszids chip kisérleteket Szatméri Istvan végezte, Affimetrix HG-U133A platformon. Kiértékelésiik-
h6z GeneSpring 7.3.1 és Bioconductor 2.0 programokat hasznéltunk. A nyers adatokat GC-RMA algoritmus-
sal el6készitettilk, majd az eredményeket chipenként normalizaltuk. Az alacsony expresszids szintii probakat,
amelyek a kisérletek 90%-ban 20-nél alacsonyabbak voltak, kisz{irtiik. Azokat a géneket valasztottuk ki, me-
lyek kétszeres expresszids szint véltozast mutattak (p j 0,01).

A kromatin immunprecipitdcios vizsgdlatokat Balint B. Laszlé végezte. A HL60 sejtvonalat retinsavval
kezelte, hogy meginditsa a differenciaciot. A kezelés nélkiili kontroll sejtek a naiv jelolést kaptak. Az
immunprecipitdacids 1épésnél kétféle antitestet haszndlt. Az els6 a hiszton H3K4 oldallancara volt specifikus,
mig a masodik a hiszton H4R3 oldallancra.

A nyers adatokat Affymetrix Tiling Analysis SDK 2 programmal dolgoztuk fel, a kévetkez6 bedllitasok
mellett: type: 0, band: 25, pval_scale 0, sig_scale 2. A pozicidkhoz tartozé szekvencidkat a 35-0s verziészamu

NCBI genom adatbazisbdl nyertiik ki.



3.5. Statisztikai analizis

A hipotéziseket az R csomag (verziészdm: 2.4) segitségével teszteltiik. A tesztek konfidencia interval-
luma 0,05 volt. Az atlagokat t.test programmal hasonlitottuk 6ssze, mig a korreldcidkat cor programmal
allapitottuk meg.

A tulreprezentalt gén ontolégiai jellemzok megallapitiasara a GeneMerge programot hasznaltuk. Ez az
alkalmazds hipergeometrikus eloszlason alapulé modellt alkalmaz, hogy szignifikdns GO jellemzoket taldljon.
A programot médositottuk, mert annak eredeti verzidja az dtmeneti allomanyait fajlokban térolta a memoria
helyett.

4. FEredmények és megvitatasuk

4.1. Uj DoOP jellemz8k

A DoOP adatbdazis legfébb jitdsa a programozdi feliilet (API). Az 4j API segitségével konnyebben adhatunk
4j funkcidkat a weboldalhoz. Masik elénye, hogy parancssoros programokbdl is elérhetjik az adatokat. A
legtobb bioinformatikus Perl nyelvet haszndl a mindennapi programozashoz, ezért a DoOP API-t is ezen a
nyelven fejlesztettiik.

A programozdi feliillet a CPAN-on is elérhetd, ami a legéltalanosabb Perl gyiijtemény. Teljesen objektum-
orientalt. A modul név iitkozést ugy keriiltiik el, hogy egy 1j névteret kapott Bio::DOOP::DOOP néven. A
programozoi feliilet egyetlen modulja sem tartalmaz Bioperl fliggéségeket.

Az API segédosztdlyokat tartalmaz, melyek segitségével motivum Osszehasonlitasokat lehet futtatni és

PNG formatumban kaphatjuk meg a motivumok pozicidit.

4.2. Motivum 6sszehasonlité algoritmus

A motivumok hasonldésaganak megallapitdasara fejlesztettiik ki a mofext-et A program a keresé és keresendd
szekvenciakat kisebb, atfedé szavakra bontotta. A szavakat egy hasonlésdgi matrix segitségével hasonlitotta
Ossze. Ez a matrix a bazisok hasonlosagi pontszamait tartalmazta Ha a szavak hasonlésaga nagyobb volt,
mint a megadott kiiszob érték, a program megprébélta kiterjeszteni a szavakat. Eredményiil a kiterjesztett
részszekvencidkat és a hasonlésagi pontszamot adta. A mofext csak hézagmentes motivumokkal tud dolgozni.

Van egy DoOP modul, ami ezt a programot meg tudja hivni. Ez segit a felhasznalénak, hogy motivumot
nyerjen ki az adatbazisbdl és hasonlésagi keresést futtasson sajat programokbdl.

A program képességeinek tesztelésére négyféle keresé6 motivumot valasztottunk ki a Transfac adatbazisbol.
A keres6 motivumok a sejt ciklus szabdlyozasban, homeosztézis fenntartdsban, valamint a neuron és izom
fejlédés résztvevs géneket szabdlyoztak. A keresendé motivumok a DoOP gerinces motivumai voltak.

A megtalalt motivumok gén ontoldégidjat egy szoveg alapu eljarassal vizsgaltuk. A gén ontolégiat ugy ren-
deltiik a motivumhoz, hogy a motivum a téle 3’ irdnyban taldlhaté gén ontoldgidjat kapta. A gén ontoldgiai
kifejezéseket kulcsszé alapjan kerestiik, mert a dolgozat idején a Transfac adatbédzis nem tartalmazott gén

ontolégiai azonositokat.



Az eredmények azt mutatjak, hogy szoméretet névelve a mofext specifikusabb motivumokat talal. Ugyan-
akkor a gén ontoldgidnak van néhany hidnyossiga. Példdul nem mindegyik vizsgalt motivumhoz tudtunk
ontolégiat rendelni, mert nem mindegyik génnek volt ilyen annotéciéja. A madsik probléma, hogy a gén
ontoldgia, felépitése alapjan egy irdnyitott aciklikus graf. Azért, hogy megtaldljunk minden GO kategdriat,
ami egy génhez rendelhetd, be kell jarnunk a csomépontokat, ami szamitdsigényes feladat. Vizsgalatunkban

csak az utolsé GO csoméponton végeztiink keresést.

4.3. Motivum klaszterezés

A mofext motivumokat tud Osszehasonlitani, ezért hasznélhat6 klaszterezésre. A motivum csoportok Gssze-
hasonlitdsara j programot terveztiink, amelyet klaszterezo.pl-nek neveztiink. A program tud parhuzamos
modban futni.

A vizsgdlt motivumok egy része kromatin immunpercipitdcids vizsgdlatokbdl szarmazott. Az ENCODE
régiéba esé hiszton acetildcids és metilaciés pontokhoz kapcsolt poziciékat az UCSC Genome Browser-bél
nyertiik ki.

A homolég szekvencidkat Dialign2 programmal illesztettiik. A konzervélddott szakaszokat a t6bbszords
illesztésekbodl kinyerve 4708 motivumot kaptunk.

Ezekbdl a motivumokbdl klaszterezéssel 21 csoportot képeztiink. Egy-egy csoport koézos bioldgiai sze-
repének meghatarozasara GO-t hasznaltunk. A feldisulé kifejezéseket GeneMerge-gel kerestiik. Nem taldl-
tunk egyetlen GO kategoriat sem, ami csak egy osztalyra lett volna jellemzd. Valdszintileg tul sok fals pozitiv
motivumot tartalmaztak a csoportok.

Ezutan megprébaltuk a DoOP adatbazis 6sszes motivumat klaszterezni, amely elzetes szdmitasok szerint
113 évig tartott volna. A futdsidé csokkentése érdekében indexelést hasznaltunk. Négy millié motivum
esetén azonban az index tul sok helyet foglalt volna el, ezért csak a gerinces alcsoportokat indexeltiik és
klasztereztiik. Az eredmények azt mutatjak, hogy az atlagos motivum szam és a motivumok hosszisaga
novekszik, ahogy kozelediink a Primates alcsoport felé.

A mofert a motivumokat kisebb részekre bontja, ezért sériilhet a haromszog egyenlétlenség. Ebben
az esetben a klaszterezés nem diszkrét csoportokat, hanem motivum gradienst eredményez. Ez a jelenség
nagyban fiigg a széméret paramétertol.

Az eredmények azt sugalljak, hogy a mofext jol teljesit hasonlé motivumok megtaldlasa esetén, de hibazik
klaszterezésnél. Tovabbi fejlesztések sziikségesek, hogy kijavitsuk a programnak ezt a gyengeségét.

A motivum klaszterezés még nem megoldott. Nehézségeket okoz a kiillonb6z6 hosszisagi motivumok
Osszehasonlitasa. A cisRed adatbdzis készitéi szintén megprobéltak motivumokat klaszterezni. Nagy szamita-
si kapacitassal rendelkeztek, de a kiilonb6z6 hossziisdgi motivumok 6sszehasonlitdsdnal ok is kudarcot val-
lottak.

4.4. De novo motivum felderités

Azért, hogy Uj motivumot taldljunk, kivalasztottunk egy specidlis bioldgiai folyamatot. Ez a folyamat a

monocita-dendritikus sejt atalakulds volt. Az dtalakulds roziglitazon hatdsara indult el. Mintdkat vettiink 6



oraval, 24 éréval és 5 nappal a differencidlédés kezdete utan. Mindegyik mintdaban elkiilonitettiik a fokozott
és csokkent aktivitdst mutato géneket.

A gének szabélyozé régidit az EnsEMBL adatbazisbdl nyertiik ki. Korabbi publikdciék arrdl szémoltak
be, hogy a lipid-fiiggé sejtmagi receptor peroxiszéma proliferdtor aktivalt receptor gamma (PPARgamma)
szerepet jatszik a dendritikus sejt fejlédésben.

A PPARgamma koétéhely konszenzus szekvencigjat (AGSTCMN(1,7)AGSTCM) kerestiink a vizsgélt
és a kontroll génlistdk szabdlyoz6 régidiban. Kétféle kontroll listdt haszndltunk. Az els6 véletlenszeriien
kivéalasztott géneket tartalmazott, amelyek szdma megegyezett az eredeti listaban talalhaté gének szamaval.
A maésodik az eredeti szekvencidk kevert valtozatdt tartalmazta.

A kulonbozé listdk Osszehasonlitiasa azt mutatta, hogy a kevert készlet minden esetben kiilonbozott a
masik két adattol, de az eredeti és a véletlenszertien kivalasztott mintak k6zott nem volt kiilonbség. Ezek
az eredmények azt sugalljak, hogy a PPARgamma sokkal altaldnosabb transzkripcids szabalyozé elem, mint
régebben feltételezték.

Az adatszettre jellemz6 transzkripciés faktor kotéhelyeket a NestedMica segitségével kerestiitk meg. Az
els6 futtatdsok nem szolgaltak értékelhetd eredménnyel. A NestedMica képes ortoldg szekvencidkat hasznélni,
hogy specifikusabb motivumokat taldljon. Az ortolég szekvencidkat az EnsEMBL adatbazisbdl nyertiik ki.
Ezen a készleten futtatva, a NestedMica a 6 érdas minta fokozott aktivitdst mutaté génjeinek promoterében
motivumot talalt. A leghatarozottabb motivum konszenzus szekvencidja RCCTCNRCCTC volt. Hetero-
dimer formdja van, csak ugy, mint a PPARgamma-nak, ezért a vizsgdlatoknak ebben a fazisdban a DRA
nevet kapta.

A DRA eléforduldsat osszeszamoltuk az eredeti, a véletlenszertien kivalasztott, és az Osszekevert adato-
kon. Az egyes adatszettek Osszehasonlitasa ugyanazt az eredményt adta, mint PPARgamma esetében. A
DRA eléforduldsi maximuma a TSS kozelében volt. Sajnilatos médon, ha az ismétlédd szakaszokat Repe-
atMaskerel tavolitottuk el Censor program helyett, a DRA csics eltlint. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek,
hogy eldonthessiik a DRA eredetének kérdését.

4.5. Kromatin immunprecipitacio

A HL60 mieloid sejtvonal differencidléddsat DMSO-val inditottuk el, de az indukci6hoz 9-cisz retinsavra
volt sziikséges. A differencialédas soran a hiszton modifikdcids faktorok kromatin immunprecipitalcidjaval
azonositottuk az acetilacids és metilacids pontokat.

Az acetildcids, illetve metilacids pontok és a legkozelebbi TSS tavolsagat megmértiik és Gsszeszamoltuk
az el6forduldsukat minden 200 bazisparos szegmensben. A szegmensek 50 béazispar hosszisagban atfedtek.
A hiszton médositasi pontok el6forduldsanak szamét grafikusan abrazolva azt vettiik észre, hogy a T'SS-t6l
valé tavolsag szisztematikus.

Ekkor egy ujszerii médszert alkalmazva a ChIP eredményeket expresszids chip-el sziirtiik. Voltak chip
eredményeink HL60 sejtek 9-cisz-retinsav kezelésébdl. Mindkét kisérletbdl génlistdkat készitettiink. A
legkdzelebbi, megfeleld orientdcidban allé gént hozzarendeltiik a ChIP eredménybdl kapott kromoszéma
poziciékhoz, ezaltal az eredményeket szlirhettiik fokozott vagy csokkent aktivitast mutatd, illetve nem valtozd

génekkel. A TSS fligg6 hatds mindharom esetben megjelent.



Néhany publikacié szerint az exon-intron hataroknak kiilonleges szerepe van a gén reguldciéban, ezért az
acetilacids és metilacids helyek és az exon-intron hatarok tavolsdgat is megmértiik.

Az eredmények azt mutattak, hogy a hiszton mdédositasi pozicidk a legnagyobb szédmban a hatarokon
fordultak el6, és atlagos el6fordulasuk az intronban nagyobb, mint az exonban. Ezen a kordbban bemutatott
sziirés sem hozott véltozast. Eredményeink alapjdn kijelenthetjiik, hogy az exon-intron hatarok fontosak a

génszabalyozasban, de nem mutatnak reakcié-specifikus kiilonbségeket.

5. Osszefoglalés

A gének funkciéja és promdter régidjukban talalhaté transzkripcids kotOhelyek konszenzus szekvencidja
kozott kapcesolatot taldlni nem konnyii feladat. Els6 1épésként a bioinformatikai hatteret kell felépiteni,
amit csoportunk a DoOP adatbazissal, mofexrt programmal és a ketté Otvozetének tekintheté DoOPSearch
weboldallal valésitott meg. Ezek az eszkozok nem kutatds specifikusak. Béarmilyen mas promoéter és kon-
zervalédott motivum vizsgélat eszkoztaraba felvehetdek.

Masodik 1épésként hasonlé motivumokat gyiijtéttiink 6ssze, majd kozos funkcidkat kerestiink a hozzajuk
tartozé gének kozott. A kozos biologiai szerepet a gén ontoldgiai adatbézis segitségével allapitottuk meg,
és hipergeometrikus eloszldson alapulé mddszerrel hataroztuk meg annak mértékét. Az igy keletkezett cso-
portok klaszterezése meghaladta a rendelkezésiinkre all6 eréforrasokat, ezért kisebb evoliciés csoportokon
alkalmaztuk csak.

A cél érdekében megforditottuk a mddszereket. Nem a motivumok felél jutottunk el a gének felé, hanem
a hasonld biolégiai funkciéval rendelkez6 gének szabdlyozé régidjaban kerestiink kozos elemeket. A géneket
chip kisérletekbél kaptuk meg. Kozos tulajdonsaguk, hogy PPAR~-t tartalmaznak, ami bizonyitottan a li-
pid metabolizmusban szerepet jatszo transzkripciés kétShely. Kidolgoztunk egy moddszert, amivel a chip
kisérletekben pozitiv géneket lehet vizsgalni. Bizonyitottuk, hogy a fokozott intenzitast mutaté gének
szabalyozd régiéiban nem fordul eld statisztikailag feldisulva a DR1 a véletlenszertien kivélasztott génekhez
képest. A génlistan végrehajtott de novo motivum keresések segitségével sikeriilt azonositani 1j elemeket,
de biolégiai szerepiik nem tisztazott.

Sokkal jobb eredményt ad a motivumok és a transzkripciés kezdépont téavolsaganak elemzése. Itt arra
az eredményre jutottunk, hogy a TSS kozelében nagyobb a motivumok eléforduldsanak valdszintisége. Ezek
alapjan a szabalyozast nemcsak a motivum jelenléte vagy hidanya szabja meg, hanem a szabalyozo6 régidoban
betoltott pozicidja is. Ezt mas publikdcidk is alatamasztjak.

Ugyancsak a pozicié specifikus jelenlét egyik kozvetett bizonyitékaként tekinthetiink az exon-intron
hatarok és az acetilacids illetve metildciés pontok tavolsaganak Osszefiiggésére is. A hatarpontok maxi-
muma ugyanis az exon-intron hatartél 154 bazispar tavolsidgra taldlhatd. Tehat barmilyen kapcsolat is
legyen az intronok kezdépontja és az acetilacids, illetve metildcidés pontok kozott, az nem fliggetlen kettejiik
tavolsagatdl.

A transzkripcids szabdlyozasrdl kialakult kép még kozel sem teljes. Nem tudjuk meddig terjednek a
szabalyozd régiok hatarai, esetleg nincs-e olyan genomi struktira, ami szintén befolydsolhatja a génregulaciot.

Bizonyitott, hogy a térszerkezet is konzervalédhat. Kiilonbozd, egymashoz nem hasonlé szekvencidk

képesek felépiteni hasonlé térbeli szerkezetet, amit a szabalyozé elemek hasonléként ismernek fel. A bioin-



formatikai vizsgalatokhoz ezen ismereteket is fel kell hasznalni, hogy az eredmények egyértelmiibbek legyenek.
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